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INTRODUCCIÓN 
La electrofisiología celular ha aportado a disciplinas como la biofísica de 
membranas, biología celular, biología molecular, bioquímica, inmunología y 
neurociencias, utilizándola para el estudio del comportamiento de canales 
iónicos de diversos organismos. Estos canales son los responsables de 
muchos procesos celulares como osmorregulación, cambios de potencial, 
regulación de volumen y pH entre la membrana plasmática y el citoplasma 
celular. Estos canales iónicos son familias de proteínas integrales de 
membrana que transportan iones a través de la membrana plasmática con 
una velocidad mil veces mayor que cualquier otro tipo de proteína 
transportadora (Alberts et al, 1994) Los canales iónicos controlan los iones 
que entran y salen de la célula en forma selectiva; así hay canales que 
transportan Na + más eficientemente que otros iones y otros que transportan 
iones de I( sobre cualquier otro ión. Uno de los mecanismos que explican la 
selectividad está dado por el poro de la proteína que actúa como filtro 
selectivo en la zona más estrecha del poro acuoso, el cual favorece la 
entrada de iones específicos de Na + o K+ (Glaser, 2001). 
El estudio de canales iónicos se ha logrado con técnicas de electrofisiología 
en vista que estas se basan en que las membranas biológicas pueden ser 
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consideradas como un sistema de resistencias (canales iónicos) y 
condensadores (bicapa lipídica de la membrana) en paralelo formando un 
circuito eléctrico RC (Hodgkin y Huxley, 1952), que revela el funcionamiento 
de canales iónicos por variaciones entre la distribución de cargas por dentro 
y por fuera de la membrana (diferencia de potencial) y corrientes iónicas que 
reflejan el flujo de iones a través de la membrana. 
El estudio de canales iónicos se ha visto además favorecido por la 
posibilidad de expresar estas moléculas en sistemas de expresión 
heteróloga como ovocitos de anfibio luego de la inyección de material 
genético (DNA o RNA), que pueden ser registrados electrofisiológicamente y 
en donde con voltaje clamp se pueden estudiar corrientes iónicas y 
diferencias de potencial o con patch clamp tiempos de apertura, número de 
canales en la membrana y modulación funcional a partir de estudios de canal 
único (Soreq & Seidman, 1993). Entre las ventajas del sistema de ovocitos 
para el estudio de canales iónico se encuentran: la facilidad de manipulación 
por su gran tamaño, la alta eficiencia de expresión (más de un 98% de 
expresión heteróloga luego de la inyección de material genético foráneo) y la 
capacidad para ensamblar unidades proteicas funcionales (Gurdon et a/, 
1971; Sigel, 1990). El material genético inyectado puede ser RNA ó DNA, los 
cuales dependiendo de su naturaleza, entran al proceso de trascripción o 
directamente al proceso de traducción, utilizando toda la maquinaria de 
producción proteica del ovocito. Para esto, los más eficientes son ovocitos 
en estadios de maduración V y VI, ya que además de su gran tamaño, en 
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estas etapas se encuentran al final de la fase G2 del ciclo meiótico 
presentándose las condiciones óptimas para expresión de RNA (Soreq & 
Seidman, 1993). Existen algunas desventajas propias del modelo, como el 
hecho que los canales iónicos se estudian fuera de su entorno lipídico 
original y esto puede alterar su función o que se generen canales quiméricos 
que pueden no ser iguales a los originales (Dascal, 1987; Singel, 1990; 
Wagner et al, 2000). 
La mayoría de este tipo de trabajos se han realizado en ovocitos de Xenopus 
laevis, rana surafricana perteneciente a la familia PIPIDAE, de hábitos 
acuáticos y con la técnica voltage clamp. Sin embargo, al ser esta especie de 
zonas templadas presenta problemas y elevados costos para el 
adecuamiento de un microhábitat que conllevase a producción de ovocitos 
de calidad. Además este modelo presenta en nuestro medio, problemas por 
la importación de especimenes. Bajo estas circunstancias es de vital 
importancia para el desarrollo de estudios de canales iónicos tener varios 
modelos experimentales de fácil adquisición en nuestro medio donde se 
puedan obtener los ovocitos. La rana Chaunus marinus es miembro de la 
familia BUFONIDAE, nativa de Centro y Suramérica siendo también plaga en 
varios lugares del mundo como Australia. Es de hábitos terrestres con 
características similares en tamaño y peso a X. laevis además de presentar 
una gran producción de ovocitos de hasta 32000 (Cochran & Goin, 1970; Zug 
& Zug, 1979; Acosta-Galvis, 2000). Estas características hacen de C. 
marinus una especie ideal para ser modelo experimental y además una 
Juan Manuel Carvajahno Fernandez 1 8 
Condiciones experimentales para la obtención de registros 
electrofisiologicos cle ovocitos de anfibios con la tecnica Patch-clamp 
fuente nativa de ovocitos para estudios electrofisiológicos. Vargas et 
a/.(2004) demostraron que ovocitos de C. marinus son un buen modelo para 
estudios de expresión de canales iónicos y registros con voltage clamp. Sin 
embargo, este organismo se desarrolla en un medio ambiente muy diferente 
a las condiciones ambientales de altura, temperatura y presión atmosférica 
que presenta Bogotá. Por tanto en el laboratorio de fisiología animal de la 
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá, hace 1 año se está 
montando una colonia de C. marinus pero no se han establecido las mejores 
condiciones para su mantenimiento en términos de dieta, temperatura, pH y 
otros. En el caso de estudios de electrofisiología celular para el caso de C. 
marinus solo se han realizado con la técnica de voltage clamp con dos 
electrodos y hay muy pocos estudios en X. laevis con patch clamp. Por tanto 
en el presente trabajo se buscó optimizar las condiciones para el 
mantenimiento de C. marinus en cautiverio y optimización de las condiciones 
de extracción de ovocitos y se inició la estandarización de registros de patch 
clamp en ovocitos. 
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OBJETIVOS 
Objetivo General. 
Establecimiento de las condiciones experimentales para la realización de 
registros electrofisiológicos en ovocitos de anfibios, utilizando la técnica 
patch clamp. 
Objetivos Específicos. 
Estandarizar las condiciones para el montaje de una colonia in situ de 
Chaunus marinus en un laboratorio de la ciudad de Bogotá. 
Determinar las condiciones óptimas para retirar la membrana folicular 
y la vitelina de ovocitos de Chaunus marinus y Xenopus laevis. 
Obtener parches con resistencias de valores cercanos a 1 GIZ que 
permitan el registro electrofisiológico de corrientes endógenas de Xenopus 
laevis y Chaunus marinus. 
,,AIC 
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1. ANTECEDENTES 
Entre los modelos biológicos más utilizados para estudios de canales iónicos 
en sistemas heterólogos combinados con electrofisiología celular se 
encuentra el ovocito de rana y entre estas Xenopus laevis. Actualmente en el 
laboratorio de biofísica del Centro Internacional de Física (CIF) se ha 
mostrado que la rana sudamericana Chaunus marinus es un modelo alterno 
igualmente eficiente con la ventaja que se requiere menor cantidad de cRNA 
durante la inyección (Vargas et al, 2004). Dentro de los trabajos más 
destacados en el campo de la electrofisiología de ovocitos y mantenimientos 
de colonias de estas dos especies se encuentran los siguientes: 
Gurdon & Woodland (1971) indujeron la sístensis de hemoglobina a 
partir de mRNA originario de reticulocitos de conejo en el sistema de ovocitos 
de Xeno pus laevis. 
Zug & Zug (1979), realizaron un resumen de la historia natural de 
Chaunus marinus donde incluyen sistemática, evolución, ecología y fisiología 
de la especie. 
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Gundersen et al (1984), demostraron que a partir de mRNA de tejido 
nervioso humano se podría expresar proteínas de membrana, tipo canales 
dependientes de voltaje en ovocitos de X. laevis. 
Mitshina et al (1984), registraron expresión de proteínas de membrana 
a partir de cDNA aislado del órgano eléctrico del pez torpedo en ovocitos de 
X. laevis. 
Dascal (1987) utilizó ovocitos de X. laevis para estudiar el 
comportamiento de varios tipos de canales iónicos. 
Goldin (1992), describió todo el protocolo de mantenimiento ex situ y 
el proceso de extracción de ovocitos para X. laevis. 
Strühmer (1992), compiló todo el proceso de registros 
electrofisiológicos en ovocitos de X. laevis. 
Tattersall & Wright (1996), especificó los efectos del pH sobre 
condiciones fisiológicas de renacuajos de Bufo americanus, una especie la 
misma familia que C. marinus. 
Tyler M (1999), hizo una descripción de los factores ambientales que 
hay que tener encuenta para el mantenimieto de colonias de C. marinus y X. 
laevis. 
Beck & Congdon (2000), lograron en Bufo terrestris (otra especie de la 
misma familia que C. marinus) ver el proceso de metamorfosis de renacuajos 
a juveniles ex situ utilizando una temperatura ambiental artificial de 25 °C y 
una mezcla alimenticia de concentrados de conejor y pez. 
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Chávez et al (2003), estandarizaron la técnica de extracción de 
ovocitos de X. laevis para las condiciones de latitud y altitud de Bogotá. 
Vargas et al (2004), quienes demostraron expresión heteróloga en 
ovocitos de C. marinus. 
La literatura presentada muestra un amplio conocimiento sobre la 
electrofisiología de ovocitos en Xenopus laevis aunque casi todos estos 
estudios se realizaron utilizando la técnica voltaje clamp y muy pocos 
utilizando patch clamp que daría más información sobre las características 
funcionales de los canales expresados. Además estos estudios se han 
restringido a este modelo biológico, mientras que para otros modelos como 
C. marinus la bibliografía existente es menor teniendo solo un trabajo el cual 
igualmente es utilizando la técnica voltaje clamp y ninguno en patch clamp. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1 Mantenimiento de la colonia de Chaunus marinus. 
2.1.1 División de los organismos. 
Para el mantenimiento de la colonia y la determinación de las mejores 
condiciones, se dividieron los organismos en tres grupos dependiendo de su 
grado de desarrollo: Grupo 1 — Adultos (Fig. la), Grupo 2 — Juveniles (Fig. 
1 b) y Grupo 3 — Renacuajos (Fig. 1c). Debido a las diferentes necesidades 
tanto alimenticias como medioambientales de cada grupo los tratamientos 
para evaluar las condiciones de mantenimiento ex situ fueron diferentes para 
cada uno. 
Figura 1. Chaunus marinus. (a) Adultos (b) Juveniles (c) Renacuajos. 
2.1.3 Condiciones para los grupos de organismos: 
Diferentes variables fueron medidas en cada grupo de organismos evaluando 
las mejores condiciones para su mantenimiento. Todos los análisis 
estadísticos se hicieron con el programa STATISTICA Versión 6. 
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2.1.3.1 Grupo 1 (Adultos): 
Este grupo fue constituido por organismos adultos, considerados aquellos ya 
en estado reproductivo, es decir: hembras: Longitud rostro-cloaca (LRC) X> 
90mm, y machos con LRC X> 85mm (Zug & Zug, 1979). Entre los meses 
de febrero — mayo. se mantuvieron cinco individuos en un terrario de vidrio 
asemejando condiciones naturales con horas de luz natural (provenientes de 
una ventana) con una fuente de agua estancada y una parte con tierra y 
plantas herbáceas (F g. 2a). Se alimentaron dos veces por semana 
(limpiando los terrarios día intermedio) con una dieta constituida por 50% de 
lombrices vivas y 50% de comida para conejo - Conejita, variando las 
raciones de la mezcla de 12g hasta el día 30 de marzo que se aumentó el 9 
de abril a 16g. Se pesaron los organismos para ver la asimilación del 
alimento determinada como el porcentaje de peso ganado o perdido para 
cada uno. con una balanza manual marca OHAUS TM por lo menos una vez 
por semana Se evaluaron las fluctuaciones de temperatura dentro del 
terrario en la mañana y la tarde tomando datos de temperatura a las 7:00 y 
16:00 horas con un termómetro marca BRAND TM. A partir del 23 de Febrero 
se adicionó un calentador ambiental marca ZUKI, para aumentar la 
temperatura del terrario. Para la evaluación de las fluctuaciones de 
temperatura, se utilizó la prueba de ANDEVA factorial asumiendo diferencias 
significativas con un p<0,05. 
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Figura 2. Terrarios de Chaunus marinus. (a) Grupo 1 - Adultos: Terrario de (b) Grupo 2 - 
Juveniles: Terrario. Note a la izquierda se ve la cría de mosca de la fruta. (c) Grupo 3 — 
Renacuajos. Se muestra un ejemplo. 
2.1.2.2 Grupo 2 (Juveniles): 
Estos organismos son los considerados desde la etapa postmetamórfica y 
con retracción total de la cola hasta llegar a la etapa pre-reproductiva. 
Durante el mes de febrero se mantuvieron de cinco a seis individuos en un 
terrario con piedras tipo graba y un nivel de agua a 1/3 de la altura de los 
individuos (Fig. 2b). El terrario estuvo cubierto con un telar que permitía el 
paso de luz solar y evitaba su escape. Se alimentaron con un fenotipo de 
mosca mutante sin alas (Drosophila melanogaster) donado por el laboratorio 
de genética del programa de Biología, Universidad Nacional de Colombia, 
sede Bogotá. Se evaluó la asimilación de este alimento pesando cada 
individuo una vez por semana con una balanza analítica marca OHAUS — 
Adventure TM y se calculó el valor promedio del grupo sumando pesos 
individuales sobre el número de organismos. Este promedio se usó para 
analizar el comportamiento del peso promedio por semana con una regresión 
lineal simple asumiendo un comportamiento ajustado, con un R2 mayor a 
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0,90. Para evaluar las fluctuaciones de temperatura se utilizó la misma 
metodología que con el Grupo 1 (Adultos). 
2.1.2.4 Grupo 3 (Renacuajos): 
Este grupo de organismos son acuáticos, de vida libre, hasta que inician la 
metamorfosis y antes de retraer totalmente la cola. Entre los meses de 
febrero hasta mayo se mantuvieron 90 individuos en tres terrarios cada uno 
con tres subdivisiones y cada subdivisión con 10 individuos. Si moría algún 
individuo era sustituido por otro de peso y estado de desarrollo similar de un 
acuario comunal en el cual se tenían organismos de varios estados de 
desarrollo. Cada subdivisión tenía un aireador y un calentador (Fig. 2c). Se 
utilizó agua declorinada luego de dejar el agua en un recipiente expuesto 24 
horas antes de ser utilizada (Tyler, 1999). Cada terrario tuvo un tratamiento 
de comida diferente así: comida para perro (Dog chow Tm), rica en proteína: 
comida para peces (Nutripez TM), rica en proteína y comida para conejo 
(Conejita Tiv), rica en fibra y carbohidratos. En cada terrario con 3 
subdivisiones, la misma comida fue ofrecida en diferente presentación para 
valorar la accesibilidad al alimento por parte del los renacuajos: (a) alimento 
entero, (b) alimento macerado y (c) alimento macerado inmerso en gelatina 
sin sabor (gelada Tm). Se alimentaron los renacuajos tres veces por semana 
intercalando un día, para la limpieza del terrario y cambio de agua. La 
cantidad de comida fue la misma para cada subtratamiento (0,05 gramos). 
Se tomaron datos durante el mes de marzo (sin calentador) y abril hasta 
mayo (con calentador de pecera dentro de un beaker con 500 ml), evaluando 
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las fluctuaciones de temperatura entre cada tratamiento y subtratamiento en 
la mañana y en la tarde tomando datos de temperatura a las 7:00 y 16:00 
horas con un termómetro marca BRAND TM Las fluctuaciones se analizaron 
con una prueba de ANDEVA factorial asumiendo diferencias significativas 
con un p<0,05. Se analizaron las diferencias de mortalidad (número de 
muertos por tratamiento) durante estos meses. En el mes de abril, el pH se 
midió una vez en los días de limpieza y alimentación de cada subtratamiento 
con un pH - metro marca INOLAB (VVTVV serie Ph720). Por medio de una 
prueba de Kruskall — wallis para los tratamientos y un ANDEVA factorial para 
los subtratamientos se analizaron las fluctuaciones de pH asumiendo 
diferencias significativas con un p<0,05, y también se evaluó el efecto de la 
actividad realizada en el día (alimentación o limpieza) con unas pruebas de 
Mann-Whitney U, asumiendo diferencias significativas con un p<0,05. Al final 
del experimento se contaron los renacuajos de cada subtratamiento que 
llegaron mínimo al estado prejuvenil es decir estado de desarrollo 40: patas 
posteriores totalmente desarrolladas y primordios de las anteriores (Gosner, 
1960). 
2.2 Proceso de retiro de membrana folicular y vitelina de los ovocitos 
de Chaunus marinus y Xenopus laevis. 
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Se utilizaron las metodologías estandarizadas en el laboratorio: para el caso 
de Chaunus marinus la metodología utilizada fue la de Vargas et al (2004) y 
para Xenopus lavéis la de Chávez et al (2003). El proceso fue dividido en 
tres partes: Laparotomía, retiro de membrana folicular y retiro de membrana 
vitelina. 
Figura 3. Producción de ovocitos de rana. Incisión abdominal (a) Chaunus marinus (b) 
Xenopus laevis (c) Tejido folicular con ovocitos en diferentes estados (d) Tejido folicular 
separado mecánicamente con pinzas. 
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2.2.1 Laparotomía. 
Para la extracción de ovocitos, la rana adulta se anestesió colocándola en un 
recipiente cerrado en una solución al 0,23% de MS-222 [Acido — 3 — amino - 
benzoico — etil — eter. (C9H1  NO2 X CH4SO4; Sigma Cat No A5040], en un 
volumen de 200m1 (Tyler, 1999). El tiempo de exposición promedio para C. 
marinus fue de 30min y para X. laevis fue de 15min. Luego de anestesiado el 
individuo se realizó una incisión paralela al pliegue inguinal en la zona del 
abdomen de 1 cm. (Fig. 3a y b), y se retiró entre 1 — 3 ml del ovario foliculado 
maduro, que se colocó en solución ND96 (NaCI 96 mM, KCI 2 mM, MgCl2 X 
6H20 1 mM, HEPES 5 mM, pH: 7.4; 210 mOsm; Fig. 3c). Se suturó por 
planos y aisló al individuo de la colonia de 24 a 72 horas para su 
recuperación (Goldin, 1992). El ovario foliculado se separó en pedazos 
pequeños en solución ND96 por medio de pinzas de punta fina (Figura 3d). 
2.2.4 Retiro de la membrana folicular. 
Para retirar la membrana folicular se siguió para ambas especies la 
metodología utilizada por Vargas et al (2004), variando tiempo de exposición 
de los ovocitos a la colagenasa. Se valoró tratamiento con y sin colagenasa. 
2.1.2.1 Grupo sin colagenasa. 
Una parte de la muestra del ovario foliculado extraído se le retiró la 
membrana folicular manualmente por medio de unas pinzas de punta fina 
bajo esteromicroscopía. 
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2.2.2.2 Grupo con colagenasa. 
La otra parte se distribuyó en tres para Xenopus laevis y en uno para 
Chaunus marinus, de aproximadamente 1mI. Se coloraron los ovocitos en 
frascos falcón separados en 3m1 de solución con 1,5mg/m1 de colagenasa 
Tipo IA (Sigma), en agitación a 200 rpm. El tiempo de exposición a la enzima 
para X. laevis fue de 40, 60 y 80 mm n y C. marinus de 30 mm, este último por 
disponibilidad de material. Después de cada tiempo de exposición, se lavó el 
material con solución ND96 agitando. Una vez tratados se escogieron 
ovocitos en estadios V y VI, los cuales se seleccionaron por tamaño y 
coloración, y se colocaron en cajas de petri con solución ND96 + CaCl2 1,8 
mM, penicilina y estreptomicina a 100U/ml: 100 pg/ml respectivamente. 
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Figura 4. Registros electrofisiológicos de patch clamp en ovocitos de rana. (a) Montaje de 
electrofisiología celular de patch clamp (b) Ovocito de X. laevis tocado por la micropipeta de 
registro (c) Esquema de la técnica patch clamp 
(www.mfi.ku.dk/.../methods/elphystelphys.htm) 
 (d) Inyección de cRNA con micropipeta. 
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Se evaluó el efecto de la colagenasa sobre los ovocitos por medio del 
porcentaje de supervivencia ((ovocitos muertos/ovocitos vivos) x 100) para 
ambos grupos en las dos especies a las 24 y 48 horas y al comparar se 
utilizaron una prueba de Kruskall — wallis (X. laevis) y ANDEVA (C. marinus). 
2.2.3 Retiro de membrana vitelina. 
Para retirar la membrana vitelina los grupos sin colagenasa y con colagenasa 
de ambas especies (80 mm n X laevis: se escogió por presentar mayor 
porcentaje de supervivencia, y C. marinus 30 mm) se colocaron en cajas de 
petri por separado en una solución hiperosmolar denominada Skinning 
solution (1,3g ácido aspártico, 10m1 de KCI 1M; 0,5 ml KCI 2M; 0,05m1 MgCl2 
 
X 6H20 1M; EGTA 0,095 g, 0,06 g HEPES; pH 7,4; en 50m1 de agua 
desionizada, Sakmann & Neher, 1995). Luego de 7 mm n en esta solución se 
retiró la membrana vitelina manualmente con pinzas de punta fina. Además 
se valoró la distancia entre la membrana vitelina y la membrana plasmática 
para ovocitos de ambas especies. Para esto se tomaron fotografías de los 
ovocitos en cajas de petri con cuadrícula a diferentes tiempos: 
3, 7 y 10 minutos de exposición a la solución. A partir de las fotografías de 
los ovocitos (n=5) y con el programa IMAGINEJ se midió la distancia entre la 
membrana vitelina y la membrana plasmática del ovocito. Se determinó el 
promedio de distancia (la proporción de la diferencia de la distancia con 
relación al tamaño del ovocito) para grupos de 5 ovocitos y para cada tiempo 
valorado. 
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Con estos valores promedio se analizaron las diferencias entre los tiempos 
de exposición a la Skinníng solution y el tratamiento de defoliculación (con o 
sin colagenasa), por medio de una prueba de ANDEVA factorial asumiendo 
diferencias significativas con un p<0,05. 
2.3 Obtención de parches con sellos de resistencia del orden de 1 gl) 
en ovocitos de Chaunus marinus y Xenopus laevis. 
Los registros de corriente fueron obtenidos utilizando un montaje de 
electrofisiología celular (Fig. 4a), realizando la técnica patch clamp en 
configuración inside — out. Las corrientes fueron registradas por un 
amplificador Axopatchc 1-C, digitalizadas a 5 kHz y filtradas a lkHz Mediante 
una interfase análogo-digital DigiData 1200 y finalmente almacenados 
usando el software pClamp6 (Molecular Devices). Los registros se realizarán 
a temperatura ambiente. Los ovocitos (sin membrana folicular ni vitelina) 
estuvieron inmersos en una solución (100mM KCI, 10mM EGTA y 10 
MmHEPES). Se usaron micropipetas (Vertical pipette puller, David Kopf 
lnstruments; capilares: CustomGlass, Drummond Scientific Company) con 
resistencias entre 2 — 5 rvn y la misma solution. Se obtuvieron sellos de alta 
resistencia del orden de 1 G12 y se hicieron registros (Fig. 4b y 4c). Para X. 
laevis se realizó un protocolo de registró desde -90mV hasta 90mV, de 10 
episodios con saltos de 20 mV y duración por episodio de 256 ms. Para C. 
marinus se realizó un protocolo de registro desde -140mV hasta 140mV, de 
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15 episodios con saltos de 20mV y duración del episodio de 500 ms. Se 
escogió este protocolo con un barrido más amplio para esta última especie 
en vista que no hay literatura de referencia. 
2.4 Inyección de cRNA de canal Kv. 1.1 en ovocitos de Xenopus laevis. 
Para la inyección se siguió la metodología descrita en Chávez et al. (2003) y 
Vargas et al. (2004). Ovocitos de X. laevis desfoliculados con colagenasa 
(80 mm) se les inyectó cRNA del canal de potasio Kv. 1.1 (40pg/p1; donado 
por el Profesor Walter Stuhmer, Max Planck Institut, Gottingen, Alemania), 
para aumentar la densidad de canales iónicos que puedan ser registrados 
con la configuración propuesta previamente. Esta inyección se realizó con 
una micropipeta de vidrio (Vertical pipette puller, David Kopf Instruments; 
capilares: CustomGlass, Drummond Scientific Company; Fig. 4d), luego de lo 
cual se colocaron los ovocitos en solución ND96 con calcio y antibiótico 
hasta el momento del registro. 
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3. RESULTADOS 
3.1 Mantenimiento de la colonia de Chaunus marinus. 
1.1.1 Grupo 1 (adultos). 
3.1.1.1 Variable de temperatura. 
La temperatura del terrario fue diferente cuando se comparó esta variable sin 
calentador y con calentador (Fig. 5a). La presencia del calentador subió la 
temperatura promedio en la mañana 3,2°C que llevó el terrario a una 
temperatura más cercana al rango de 20 — 30°C reportado como temperatura 
ideal para el desarrollo normal in situ de Chaunus marinus (Zug & Zug, 1979; 
Tyler, 1999; Tabla 1). 
Tabla 1. Datos de temperatura de terrados Grupo 1 — Adultos. 
n Media Mediana Mínimo Máximo DESVE  ST 
Temperatura — M 31 19,2 20,0 15,0 25,0 2,27 
Temperatura — T 31 20,7 21,0 17,0 24,0 1,27 
Temperatura - M SC 8 16,8 16,0 15,0 20,0 2,19 
Temperatura - T SC 8 20,3 21,0 17,0 21,0 1,39 
Temperatura - M CC 23 20,0 18,0 25,0 1,61 
Temperatura - T CC 23 21,0 18,0 24,0 1,22 
Valores de Mediana, media, máximos y mínimos de las temperatura. M = Mañana, T= Tarde, 
MSC= Mañana sin calentador, TSC= Tarde sin calentador, MCC= Mañana con calentador y 
TCC= Tarde con calentador. En rojo aparecen datos cercanos al rango ideal de temperatura 
para C. marinus. 
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Subtratarniento. LS Means 
Current effect: F(1, 58)=19,299. p=,00005 
Effective hypothesis decomposition 














Sin calefacción Con calefacción 
a. Subtratarniento 
Hora'Subtratai do: LS Means 
Current effect: F(1. 58)=9.0117. p=.00395 
Effective hypothesis decomposition 
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals 
Hora 
Figura 5. Impacto de calentador en la temperatura del terrario Grupo 1- Adultos. (a) 
Diferencias entre el tratamiento sin y con calentador. P<0,05. (b) Diferencias entre el 
tratamiento sin y con calentador. P<0.05 
Además de la temperatura promedio la fluctuación de la temperatura entre la 
mañana y la tarde (Tabla 2a), fue otro factor de estrés que se presentó con el 
tratamiento sin calefacción y que se eliminó al colocar el calentador (Fig. 5b). 
Juan Manuel Carvajalino Fernandez 3 6 
Condiciones experimentales para la obtención de registros 
electrofisiologicos de ovocitos de anfibios con la tecnica Patch-clomp 
En el periodo de la mañana sin calefacción se obtuvo una temperatura baja 
promedio de 16,8°C y que fue diferente con todos los otros tratamientos de la 
mañana con calefacción y tarde con y sin calefacción. (Fig. 5b; Tabla 2b). 
Tabla 2. Impacto del periodo del día sobre la temperatura. 
Tabla 2a SS G.L MS 
Intercepto 18015,51 1 18015,51 7651,285 0,000000 
Hora 55,54 1 55,54 23,589 0,000009 
Subtratamiento 45.44 1 45,44 19,299 0.000048 
Hora*Subtratamiento 21,22 1 21,22 9,012 0,003952 
Error 136,57 58 2,35 
Tabla 2b Hora Subtratamiento (1) {2} {3} {4} 
1 Mañana Sin calefacción 0.000168 0.000295 0.000157 
2 Mañana Con calefacción 0,000168 0,987774 0,272004 
3 Tarde Sin calefacción 0,000295 0,987774 0,759322 
4 Tarde Con calefacción 0,000157 0,272004 0,759322 
(a) Andeva factorial Grupo 1 (Adultos). Diferencias significativas en los tratamientos de hora 
y subtratamiento y en la interacción de entre ambos. Homogeneidad de varianza, test de 
levene p= 0,13. (b) Tabla 3. Prueba Tukey HSD, Grupo 1 (Adultos). Diferencia entre 
tratamiento de la mañana sin calefacción con los otros tratamientos. En rojo datos 
significativamente diferentes. 
3.1.1.2 Variable de peso. 
Los adultos exhibieron un comportamiento alimenticio favorable hacia las 
lombrices, pero no hacia la comida de conejo. Con el tratamiento de 12g de 
alimento se observó una disminución de peso; denominada como porcentaje 
de peso perdido al final del periodo estudiado, que no fue mayor del 6% para 
3 especimenes que además presentaron fluctuación de peso entre muestras 
tomadas (Tabla 3a). 
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Tabla 3. Peso en Adultos 
Tabla 3a. TRATAMIENTO ALIMENTICIO 12 GRAMOS 
Fecha macho 1 macho 2 macho 3 
macho 
4 Hembra 
19-feb 107,2 130,2 176,6 
21-feb 108,4 133,8 131,1 221,8 
28-feb 120,2 136,7 129,2 102,2 223,2 
05-mar 114,5 133,1 131,4 108,1 232,2 
06-mar 104,6 140,9 127,8 106,1 239,2 
08-mar 105 138 135 110 236 
12-mar 101 129 126 105,7 220 
Peso Peso Peso Peso Peso 
Fecha macho 1 macho 2 macho 3 
macho 
4 Hembra 
Media de dato 108,7 134,5285714 130,0833333 106,42 221,2857143 
# Datos 7 7 6 5 7 
Primer dato 107,2 130,2 131,1 102,2 176,6 
Ultimo Dato 101 129 126 105,7 220 
gr. Y L ganada -6,2 -1,2 -5,1 3,5 43,4 
% peso ganado o perdido -5,78 -0,92 -3,89 3.42 24.58 
Tabla 3h TRATAMIENTO ALIMENTICIO 16 GRAMOS 
Fecha Macho 1 macho 2 macho 3 macho 4 Hembra 
09-abr 112,3 114,2 110,2 102 217,8 
13-abr 100,3 116,7 130 103 220 
16-abr 100 120 139 
19-abr 107 136,4 127,5 230 
26-abr 102 140 116 103 232 
27-abr 142,5 115,9 
07-may 103 141 116 105 
10-may 103 146,5 129,1 112,5 241 
Peso Peso Peso Peso Peso 
Fecha macho 1 macho 2 macho 3 macho 4 Hembra 
Media de dato 103,9428571 132,1625 122,9625 105,1 228,16 
# Datos 7 8 8 5 5 
Primer dato 112,3 114,2 110,2 102 217,8 
Ultimo Dato 103 146,5 129,1 112,5 241 
gr. Y L. ganada -9,3 32,3 18,9 10,5 23,2 
% peso ganado o perdido -8,28 
(a) Tratamiento con 12 g de comida (b) Tratamiento con 16 g de comida 
Los otros dos ganaron peso. siendo uno de estos la única hembra del 
experimento que subió casi un 25% de peso y su aumento fue progresivo 
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durante los días de medición (Tabla 3a). Con 16 g de comida se presentó 
aumento del porcentaje de peso en cuatro adultos en un rango de 10- 28% y 
este aumento fue constante durante los días de medición. El organismo 
restante sufrió una pérdida de peso de 8% (Tabla 3b). 
1.1.2 Grupo 2 (Juveniles). 
3.1.2.1 Variable de temperatura. 
La temperatura del terrario mostró diferencias al colocarles el calentador (Fig. 
6), subiendo la temperatura en promedio en la mañana 5,5°C, siendo mucho 
más cercano al rango de 20 — 30 ° reportado como temperatura ideal para el 
desarrollo normal in situ de Chaunus marinus (Zug & Zug, 1979; Tabla 4). 
Hora'Subtratamiento: LS Means 
Current effect F11. 201=.73244. p=.40223 
Effective hypothesis decomposition 
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals 
Hora 
Figura 6. Impacto de calentador en la temperatura del terrario Grupo 2 - Juveniles. 
Diferencias entre el tratamiento sin y con calentador. P<0,05 
El tratamiento sin calefacción presentó fluctuaciones de temperatura entre la 
mañana y la tarde, factor que se eliminó al colocar el calentador (Fig. 6). La 
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mañana sin calefacción presentó una temperatura relativamente baja con un 
promedio de 18,5°C (Zug & Zug, 1979; Tyler, 1999; Tabla 4a) y además 
mostró diferencias significativas con todos los otros tratamientos (Fig. 6; 
Tabla 4b). 
Tabla 4. Datos de temperatura de terrados Grupo 2 —Juveniles 
Tabla 4a (n) Media Mediana Mínimo Máximo Desvest. 
Temperatura - M -SC 8 18,5 18,0 18,0 21,0 1,07 
Temperatura - T - SC 8 21,9 21,5 20,0 24,0 1,36 
Temperatura - M - CC 4 21,5 22,0 20.0 22.0 1,00 
Temperatura - T - CC 4 n 24,0 23,0 25,0 1,15 
Tabla 4b SS G.L MS 
Intercepto° 9832,687 1 9832,687 7054,843 0,000000 
Hora 46,021 1 46,021 33,019 0.000013 
Subtratamiento 35,021 1 35,021 25,127 0.000067 
Hora*Subtratamiento 1,021 1 1,021 0,732 0.402232 
Error 27,875 20 1,394 
Tabla 4c Hora Subtratamiento {1} {2} {3) (4) 
1 Mañana Sin calefacción 0.000176 
2 Mañana Con calefacción 0.002689 0.953689 0,033381 
3 Tarde Sin calefacción 0,000242 0,953689 0,037488 
4 Tarde Con calefacción 0,000176 0.037488 
(a) Valores de Mediana, media, máximos y mínimos de las temperatura. M = Mañana, T= 
Tarde, MSC= Mañana sin calentador, TSC= Tarde sin calentador. MCC= Mañana con 
calentador y TCC= Tarde con calentador. (b) Andeva factorial Grupo 2 (Juveniles). 
Diferencias significativas en los tratamientos de hora y subtratamiento. Homogeneidad de 
varianza, test de levene p= 0, 57. (c) Prueba Tukey HSD, Grupo 2 (Juveniles). Diferencia 
entre tratamiento de la mañana sin calefacción con los otros tratamientos y entre el de la 
tarde con calefacción con los otros tratamientos. 
La tarde con calefacción presentó una temperatura ideal para los organismos 
con un promedio de 24°C (Zug & Zug, 1979; Tyler, 1999) que fue 
significativamente diferente con lo otros tratamientos (Fig. 14; Tabla 4a, b, c) 
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3.1.2.2 Variable de peso. 
Los juveniles presentaron un comportamiento de caza favorable hacia las 
moscas que se dieron como alimento. La proporción de peso de juveniles 
mostró crecimiento durante el mes de febrero (Tabla 5a), el cual se ajustó a 
un crecimiento lineal con un R2>0,90 (Fig. 7). Al comparar los resultados 
obtenidos de estos promedios con los resultados esperados ajustados a la 
regresión lineal, no se encontraron diferencias significativas entre estos dos 
valores (Tabla 5b). 
1.1.3 Grupo 3 (Renacuajos): Estos presentaron un comportamiento de 
forrajeo del alimento en todos los tratamientos. 
Scatterplot (Datos pesos juveniles 10vt35c) 














19,5 20.0 20.5 21,0 21.5 22.0 22,5 23,0 23.5 24,0  
Promedio/N:Febrero: = 0.9490: r = 0,9742, p = 0,1450: y - 57,2555367 + 3.57912303'x 
Figura 7. Peso en Juveniles. Ajuste de pesos de juveniles (Promedio/N) a una 
regresión lineal. 
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Tabla 5. Peso en Grupo 2 — Juveniles 
Tabla 5a 
Mes 
Día 14 — MI 
FEBRERO 
21 — MI 
98 101 
101 104 




Promedio juveniles 134 166667 
Numero de individuos 5 6 
Promedio/N 19,76 22,3611111 
Tabla 5b M. Obs M. Esp. N N Desvest Desvest F-ratio P 
Promedio/N 
(Observado y 21,8644 21.8644 3 3 1,905297 1,856111 1,0537 
Esperado) 
(a) Datos totales de peso Grupo 2 — Juveniles. (b) Diferencias entre los datos observados y 
esperados (t-Student). M. Obs= Promedio Observados y M. Esp= Promedio Esperados. 
Prueba de homogeneidad de varianza Test levene p =0,84 
3.1.3.1 Variable de temperatura. 
Los datos totales de temperatura no presentaron un comportamiento 
homogéneo en su varianza (Levene p<0,05), entonces se realizó una 
trasformación con raíz cuadrada luego de la cual se tuvo homogeneidad de 
varianza para los datos completos, esta trasformación fue preferida por su 
valor p, más cercano a 1 (Tabla 6a) Al controlar temperatura en el terrario de 
renacuajos con un calentador se valoró el impacto de la fluctuación de 
temperatura en el día para las diferentes dietas (Comida de perro, peces y 
conejo). Se presentaron diferencias significativas al colocarles el calentador, 
tanto en la mañana como en la tarde (Fig. 8, Tabla 6b). En los tratamientos 
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sin calefacción se presentaron fluctuaciones de temperatura en todos los 
tratamientos durante el día y entre cada uno de los tratamientos alimenticios 
la única diferencia fue en la mañana para el terrario en que se administraba 
comida de conejo (Fig. 8). En presencia de calefacción no hubo fluctuaciones 
de temperatura durante el día para renacuajos (Fig. 8). 
Tabla 6. Datos de temperatura de terrarios Grupo 3 - Renacuajos. 
Tabla 6a MS MS 
Temperatura 5,889903 1,049227 5.613565 0,018142 
TLN 0.011321 0,003185 3,553940 J5995 
Log10 0,002135 0,000601 3,553940 059895 
1/x 0.000365 0,014250 0,025580 872986 
Tabla 6b SS G.L MS F P 
Intercepto° 10160.03 1 10160,03 304354,9 0,000000 
Hora 2.85 1 2,85 85,5 0 000000 
Tratamiento 0,48 2 0,24 7,1 .3,000865 
Con o sin Calentadores 42,58 1 42,58 1275,4 0.000000 
Hora*Tratamiento 0.26 2 0,13 3,9 0,020807 
Hora"Con o sin Calentadores 0,40 1 0,40 12,0 0,000571 
Tratamiento*Con o sin Calentadores 1,55 2 0,77 23,2 no 
Hora*Tratamiento"Con o sin Calentadores 0.12 2 0.06 1,8 0,168370 
Error 19,40 581 0.03 
(a) Transformaciones de datos totales de Temperatura renacuajos. TLN = Transformaciones 
Logaritmo natura, Log10 = Trasformación logaritmo base 10 y 1/x= Trasfomnación radical. (b) 
Andeva factorial Grupo 3 (Renacuajos). Diferencias significativas entre todos los 
tratamientos y sus interacciones exceptuando la interacción: Hora * tratamiento* Con o sin 
calentador., Test de levene p= 0, 87 
La temperatura no fue igual para todos los terrarios de renacuajos. La menor 
temperatura se registró en el terrario donde se alimentó con comida para 
peces, seguido del terrario donde se alimentó con comida para conejo y del 
terrario donde se alimentó con comida para perro. En la mañana la 
























Condiciones experimentales para la obtención de registros 
electrofisiologicos de ovocitos de anfibios con la tecnica Patch-clamp 
temperatura en el terrario donde se alimentó con comida para peces fue 
diferente con respecto a los otros dos terrarios de renacuajos pero en la 
tarde solo se encontró diferencias con el terrario donde se alimentó con 
comida para perro (Fig. 8). No se hicieron análisis de metabolismo, 
temperatura y dieta administrada por lo que solo se puede concluir que los 
calentadores no funcionaron igual en los tres terrarios de renacuajos. 
Al analizar por separado cada terrario de renacuajos (diferente dieta) y ver la 
forma de administración de la comida (entero, macerado, macerado-gelatina) 
y su relación con la temperatura se encontró que en el terrario donde se dio 
comida para perro hubo diferencias en la temperatura durante el día entre los 
subcompartimientos del terrario (Fig. 9; Tabla 7a) que no se presentaron una 
vez se controló temperatura con un calentador. 
Hora'Tratamiento'Con o sin Calentadores: LS Means 
Current effect: F(2. 5811=1.7871, p=16837 
Effective hypothesis decomposition 
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals 
Con o sin Calentadores, Calentador Con o sin Calentadores Sin calentador 
Figura 8. Temperatura en terrarios Grupo 3 — Renacuajos. Comparación temperaturas con y 
sin calentador, entre tratamientos y las fluctuaciones durante el día 
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Tabla 7. Impacto de temperatura en terrario del Grupo 3.- Comida para perro 
Tabla 7a N Media Mediana Mínimo Máximo Desvest. Dif. 
TPERROSEM 24 16,1 16,0 14,0 19,0 1,19 
TPERROCEM 11 20,5 20,0 19,0 24,0 1,69 
TPERROSET 24 18.6 19,0 16,0 21,0 1,28 
TPERROCET 11 21,7 22,0 20,0 23,0 1,01 
TPERROSMM 24 16,1 16,0 14,0 19,0 1,19 
TPERROCMM 11 20,9 21,0 19,0 24,0 1,38 
TPERROSMT 24 18,6 19,0 16,0 21,0 1,28 
TPERROCMT 11 21,9 22,0 20,0 24,0 1.14 
TPERROSGM 24 16,1 16,0 14,0 19,0 1,19 
TPERROCGM 11 21,4 21,0 20,0 24,0 1,29 
TPERROSGT 24 18,6 19,0 16,0 21,0 1,28 
TPERROCGT 11 22.5 23,0 21,0 24,0 1.04 
Tabla 7b SS G.L MS 
Intercepto° 68269,00 1 68269.00 43692,16 0,000000 
Hora 147,44 1 147,44 94,36 0.000000 
Subtratamiento 5,76 2 2,88 1,84 0,161226 
Sin o con calentador 772,20 1 772.20 494,21 
Hora"Subtratamiento 0.15 2 0,07 0,05 0.954532 
Hora*Sin o con calentador 19,32 1 19.32 12.37 
Subtratamiento*Sin o con calentador 5,76 2 2,88 1.84 0.161226 
Hora*Subtratamiento*Sin o con calentador 0.15 2 0,07 0,05 0,954532 
Error 309,38 198 1,56 
(a) Estadística descriptiva temperaturas tratamiento comida para perro. Todas las leyendas 
iniciadas con TPERROS = Temperatura perro sin calefacción, y las iniciadas con TPERROC 
= Temperatura perro con calefacción. Las terminaciones de las leyendas EM = entero 
mañana, ET = entero tarde, MM = macerado mañana, MT = macerado tarde, GM = gelatina 
mañana y GT = gelatina tarde. Dif = Diferencia. (b) Andeva factorial - Tratamiento comida 
de perro. Diferencias significativas en los subtratamientos, entre la calefacción y entre la 
interacción de ambos factores. Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 96 
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Comida de Perro 
Current effect F(2. 1981=.04655. p=.95453 
Effective hypothesis decomposition 
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals 
Sino con calentador' Calentador Sino con calentador Sin calentador 
Figura 9. Impacto de temperatura en terrario del Grupo 3.- Comida para perros. 
Comparación temperaturas con y sin calentador, entre subtratamientos y las fluctuaciones 
durante el día 
Al colocar los calentadores se aumentó la temperatura en todos los 
subtratamientos y no se observaron fluctuaciones significativas durante el día 
entre estos. (Fig. 9; Tabla 7a, b). 
En el terrario donde se dio comida para peces hubo fluctuaciones de la 
temperatura durante el día (Fig. 10; Tabla 8a) que se corrigieron al controlar 
temperatura. Cuando se colocaron los calentadores se aumentó la 
temperatura en todos los subtratamientos y se anularon las fluctuaciones de 
temperatura durante el día. De igual manera no se observaron diferencias 
significativas entre estos ni en la mañana ni en la tarde (Fig. 9; Tabla 8a,b). 
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Tabla 8. Impacto de temperatura en terrario del Grupo 3.- Comida para peces 
Tabla 8a n Media Mediana Mínimo Máximo Desvest. Dif. 
TPEZSEM 20 16,1 16,0 13,0 18,0 1,29 
TPEZCEM 10 23,1 23,0 20,0 26,0 1,79 
TPEZSET 20 17,7 18,0 15.0 20,0 1,56 
TPEZCET 10 23,6 24,0 21.0 26,0 1.78 
TPEZSMM 20 16,1 16,0 13,0 18,0 1.29 
TPEZCMM 10 22.9 23,0 19.0 26,0 2,23 
TPEZSMT 20 17,7 18,0 15,0 20,0 1,56 
TPEZCMT 10 23,2 24,0 19,0 26,0 2,20 
TPEZSGM 20 16.1 16,0 13,0 18,0 1,29 
TPEZCGM 10 23,4 23,0 21,0 26,0 1,58 
TPEZSGT 20 17,7 18,0 15,0 20,0 1,56 
TPEZCGT 10 24,3 25,0 21,0 26,0 1,57 
Tabla 8b SS G.L MS 
Intercepto° 65017,34 1 65017,34 25743,37 0,000000 
Hora 46.94 1 46.94 18,59 0.000028 
Subtratamiento 4,36 2 2,18 0,86 0,424057 
Sin o con calentador 1698,68 1 1698,68 672,59 0.000000 
Hora"Subtratamiento 0.62 2 0,31 0.12 0,884181 
Hora*Sin o con calentador 10,68 1 10,68 4.23 0.041313 
Subtratamiento*Sin o con calentador 4.36 2 2,18 0,86 0,424057 
Hora*Subtratamiento*Sin o con calentador 0,62 2 0,31 0,12 0,884181 
Error 424,30 168 2,53 
(a) Estadística descriptiva temperaturas. Todas las leyendas iniciadas con TPEZS = 
Temperatura peces sin calefacción, y las iniciadas con TPEZC = Temperatura peces con 
calefacción. Las terminaciones de las leyendas EM = entero mañana, ET = entero tarde, 
MM = macerado mañana, MT = macerado tarde, GM = gelatina mañana y GT = gelatina 
tarde. (b) Andeva factorial. Diferencias significativas en los subtratamientos, entre la 
calefacción y entre la interacción de ambos factores. Homogeneidad de varianza, test de 
levene p= 0,16 
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Hora'Subtratamiento'Sin o con calentador: LS Means 
Current effect: F(2, 168)=12318, p=,88418 
Effective hypothesis decomposition 
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals 
Sin o con calentador' Calentador Sin o con calentador, Sin calentador 
Figura 10. Impacto de temperatura en terrario del Grupo 3.- Comida para peces 
Comparación temperaturas con y sin calentador, entre subtratamientos y las fluctuaciones 
durante el dia. 
En el terrario donde se dio comida de conejo no hubo fluctuaciones de 
temperatura durante el día en ninguno de sus subtratamientos lo cual se 
mantuvo cuando se colocó el calentador (Fig. 11). Al igual que en los otros 
tratamientos la temperatura se elevó cuando se colocó el calentador sin 
embargo en las horas de la mañana el subtratamiento de macerado fue 
significativamente diferente al de entero tanto en las horas de la mañana 
como en las horas de la tarde. (Fig. 11; Tabla 9a,b). 
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Tabla 9. Impacto de temperatura en terrario del Grupo 3.- Comida para conejos 
Tabla 9a N Media Mediana Mínimo Máximo Desvest. Dif 
Sin calefacción TCSEM 23 17,0 17,0 13,0 20,0 1.71 
2,7 
Con calefacción TCCEM 11 19,7 20,0 18,0 24,0 1,74 
Sin calefacción TCSET 23 18,0 19,0 14,0 21,0 1,89 
3 
Con calefacción TCCET 11 21,0 21,0 20,0 23,0 1.18 
Sin calefacción TCSMM 23 17,0 17,0 13,0 20,0 1,71 
6.4 
Con calefacción TCCMM 11 23,4 23,0 20,0 28,0 2,16 
Sin calefacción TCSMT 23 18,0 19,0 14,0 21,0 1,89 
6,5 
Con calefacción TCCMT 11 24,5 25,0 23.0 26,0 1.04 
Sin calefacción TCSGM 23 17,0 17,0 13,0 20,0 1,71 
5,1 
Con calefacción TCCGM 11 22,1 22,0 20,0 26,0 1,76 
Sin calefacción TCSGT 23 18,0 19,0 14,0 21,0 1,89 
4,2 
Con calefacción TCCGT 10 22,2 22,0 21,0 24,0 0,92 
Tabla 9b SS G.L MS 
lnterceptoo 69500,16 1 69500,16 23336,42 0,000000 
Hora 39,76 1 39,76 13,35 
Subtratamiento 95,95 2 47,98 16,11 0.000000 
Sin o con calentador 947,57 1 947.57 318,17 0.000000 
Hora*Subtratamiento 3,05 2 1.52 0,51 0,600253 
Hora*Sin o con calentador 0.39 1 0,39 0,13 0,716472 
Subtratamiento"Sin o con calentador 95,95 2 47,98 16,11 0,000000 
Hora*Subtratamiento*Sin o con calentador 3,05 2 1,52 0,51 0,600253 
Error 568,83 191 2.98 
(a) Estadística descriptiva temperaturas. Todas las leyendas iniciadas con TCS = 
Temperatura conejo sin calefacción, y las iniciadas con TCC = Temperatura conejo con 
calefacción. Las terminaciones de las leyendas EM = entero mañana, ET = entero tarde, 
MM = macerado mañana, MT = macerado tarde, GM = gelatina mañana y GT = gelatina 
tarde. Dif= Diferencias. (b) Andeva factorial. Diferencias significativas en los 
subtratamientos, entre la calefacción y entre la interacción de ambos factores. 
Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 23 
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4 :10. 
Tabla 9C. Prueba Tukey HSD, Grupo 3 Grupo 3 (Renacuajos) - Tratamiento comida de conejo. 
>kis con la tecnica Patch- 
Hora Sub Sin o con {1} {2} 
tratamiento calentador 
{3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11} {12} 
1 Mañana Entero Calentador 0,0010 0,0001 0 no -11- 0,0593 0,8548 0,2457 0,2457 0.2457 
2 Mañana Entero Sin calentador 0,0010 0,0000 1,0000 1,0000 0,6584 0,6584 0.6584 
3 Mañana Macerado Calentador 0,0001 o onno 0,000L 0,8548 0,0593 0,9074 0,9286 
4 Mañana Macerado Sin calentador nn c. 1,0000  n pnno 0,0000 1,0000 0,6584 0,6584 0,6584 
5 Mañana Gelatina Calentador 0,0593 0,8548 n nnnn 0,0000 0,9456 0.0405 1,0000 
6 Mañana Gelatina Sin calentador 1,0000 1,0000 u,0000 0,6584 0,6584 0,6584 
7 Tarde Entero Calentador 0,8548 0,0593 0,9456 0.0000 0,0002 0,0001 0,9126 
8 Tarde Entero Sin calentador 0,2457 0,6584 0,6584 0,0000 0,6584 0.0002 0,0000 1,0000 1,0000 
9 Tarde Macerado Calentador 0,0000 0,0001 0,9074 0.0000 0,0405 0,0000 0,0001 0,0000 0,0000 0,0798 
10 Tarde Macerado Sin calentador 0,2457 0,6584 0.6584 0,0000 0,0584 0,0002 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 
11 Tarde Gelatina Calentador 0,0483 0,0000 0,9286 1,0000 0,0000 0,9128 0,0000 0,0798 0,0000 0,0000 
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Hora-Subtratamiento*Sin o con calentador: LS Means 
Current effect: F(2. 191)=.51177. p=.60025 
Effective hypothesis decomposifion 
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals 
Sin o con calentador: Calentador Sin o con calentador: Sin calentador 
Figura 11. Impacto de temperatura en terrario del Grupo 3.- Comida para conejo. 
Comparación temperaturas con y sin calentador, entre subtratamientos y las fluctuaciones 
durante el dia. 
3.1.3.2 Variable de pH. 
3.1.3.2.1 Diferencias entre tratamientos. 
Los datos del análisis estadístico de la variable pH total no se ajustaron a 
una homogeneidad de varianza ni tampoco sus transformaciones a logaritmo 
natural (LN), logaritmo base 10 (log 10) o radical (1/x; Tabla 10a). Razón por 
la cual se realizó una prueba no paramétrica para detectar diferencias entre 
los tratamientos siendo utilizada una prueba de Kruskall — Wallis, la cual 
detectó diferencias significativas entre las diferentes dietas administradas 
(Fig. 12). Pese a estas diferencias los valores mínimos y máximos se 
mantuvieron entre un pH de 6 — 8 y sus valores promedios entre un pH de 
7,12 — 7,55 (Tabla 10b). 
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Tabla 10. Datos de pH de terrados Grupo 3 - Renacuajos. 
Tabla 10a MS MS 
pH 0,449878 0,036959 12,17244 0,000008 
pHLN 0,009942 0,000711 13,98420 0,000002 
pHlog10 0,001875 0,000134 13,98420 0,000002 
Ph1/x 0,016692 0,001280 13,04198 0,000004 
Tabla 10b N Media Mediana Mínimo Máximo Desvest. 
pH perro 97 
pH peces 147 
pH conejo 80 
(a) Transformaciones de datos totales de pH LN = Transformaciones Logaritmo natural, 
Log10 = Transformación logaritmo base 10 y 1/x= Trasformación radical. (b) Estadística 
descriptiva pH de los tratamientos. 
7,55 I 7,55 7,06 8,21 0,26 
7,27 7,28 6,59 8,13 0,25 
7,12 7,11 6,21 8,00 0,42 










Perro Peces Conejo 
pH: KW-H(2,300) = 71,002417, p = 0,0000 
-13- Iban 
±0,95 Conf. Inteival 
Figura 12. Datos de pH de terrarios Grupo 3 - Renacuajos. Prueba de Kruskall wallis y 
diferencias entre los pH de los tratamientos. 
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3.1.3.2.2 Diferencias de pH para subtratamientos entre terrarios de 
renacuajos. 
Tabla 11. Impacto del pH en terrados de renacuajo y formas de administración de comida 
Tabla 11a N Media Mediana Mínimo Máximo Desvest. 
ph-perro-entero 31 7.49 7,46 7,15 7,99 0,23 
ph-perro-macerado 31 7.54 7,55 7,06 8,00 0,25 
ph-perro-gelatina 35 7.62 7,10 8,21 0,27 
ph-peces-entero 43 7,23 7,22 6,62 8,13 0,28 
ph-peces-macerado 43 7.23 7,25 6,59 7,80 0,26 
ph-peces-gelatina 43 7.32 6,89 7,84 0,23 
ph-conejo-entero 27 7.12 7,10 6,21 7,86 0,43 
ph-conejo-macerado 27 7.11 7,11 6,21 7,90 0,43 
ph-conejo-gelatina 27 7.13 7,12 6,21 8,00 0,40 
Tabla 11 b SS G.L MS 
Intercepto 5069.760 1 5069.760 76129.84 0.000000 
Actividad perro 0,027 1 0,027 0,41 0.524920 
Subtratamiento perro 0,185 2 0,092 1,39 0.255104 
Actividad perro*subtratamiento perro 0,003 2 0,002 0,02 0.976309 
Error 5,794 87 0,067 
Tabla 11c SS G.L MS 
I nterceptoo 6459.899 1 6459.899 97014.48 0.000000 
Actividad peces 0,026 1 0,026 0,39 0.531613 
subtratamiento peces 0,268 2 0,134 2,01 0.138529 
Actividad peces*subtratamiento peces 0,047 2 0,024 0,35 0.702315 
Error 8,190 123 0,067 
Tabla 11d SS G.L MS 
I nterceptoo 4001.886 1 4001.886 22035.45 0.000000 
Actividad conejo 0,644 1 0,644 3,55 0.063651 
subtratamiento conejo 0,012 2 0,006 0,03 0.967929 
Actividad conejo*subtratamiento conejo 0,040 2 0,020 0,11 0.896406 
Error 13,258 73 0,182 
(a). Estadistica descriptiva pH de subtratamientos de todos los tratamientos. (b) Andeva factorial pH renacuajos — 
Tratamiento comida de Perro. No hay diferencias significativas entre los factores actividad o subtratamiento. ni 
 entre 
su interacción. Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 44. (c) Andeva factorial pH renacuajos — 
Tratamiento comida de Peces. No hay diferencias significativas entre los factores actividad o subtratamiento, ni 
entre su interacción. Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 78. (d) Andeva factorial pH renacuajos — 
Tratamiento comida de conejos. No hay diferencias significativas entre los factores actividad o subtratamiento, ni 
entre su interacción. Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 97. 










Entero Erd ro Macerado 
Sanearan.. peno 
e- A.M. perr 
Umpleza 
o- Actercbd perr 
Alimerdanon 










Condiciones experimentales para la obtención de registros 
electrofisiologicos de ovocitos de anfibios con la tecnica Patch-clamp 
No hubo diferencias de pH en los terrarios a pesar de administrar la dieta en 
diferentes formas, sin embargo se observó una tendencia al aumento en el 
valor promedio del pH los días de limpieza comparado con los días de 
alimentación en los terrarios (Fig. 13; Tabla 11). 
Adiverad pentruderaternMoln peno IS Means 
Can. elle.- 012. 871..02390 p.07631 
Ellealve hypothess decorar* 
Ved0altrare denote 0.95 conedence interven 
actividad pecers'etbIrstarniento peces. LS Mear, 
Current effect Fea 123).35439. p..70231 
Effectee hypotresis deconmettlion 
Vera., Imre den. 0.95 confidente int.* 
Actredad conmonslatralarmente Darwin . Means 
8.3rrent enea' Ft2 73t.10953. ps.89841 
Efecto, hypotheses eleoamPeeMcn 
Verncal baos denote 0.95 conklence htervals 
Figura 13. Impacto de la actividad sobre el pH de los terrarios Grupo 3- Renacuajos. (a) 
Terrario de comida para perro. (b) Terrario de comida para peces. (c) Terrario de comida 
para conejo 
3./.3.3 Variable de Mortalidad. 
El número de renacuajos muertos en el mes marzo (sin calentador) fue 
mayor y significativamente diferente con los meses de abril y mayo (con 
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calentador; Tabla. 12 a,b). En ninguno terrario la actividad durante el día 
tuvo influencias significativas para la variable mortalidad (Tabla 12c) 
Tabla 12. Mortalidad de los renacuajos durante el experimento 
Tabla 12a Ent 
PERRO PECES CONEJO 
Macer Gelat Ent Macer Gelat Ent Macer Gelat 
Total Muertes Marzo 
Total Tratamiento Marzo 
Total Muertes Abril — Mayo 







7 6 12 6 8 
































(a) Total de renacuajos muertos durante los meses de Marzo hasta Mayo. (b) Prueba 
Mann-Whitney U Test. Diferencias significativas entre los renacuajos muertos con el 
tratamiento de calefacción. P<0.05. (c) Prueba Mann-Whitney U Test. No se presentan 
diferencias significativas entre los renacuajos muertos con la activididad realizada durante el 
día (Limpieza — Alimentación). P>0.05 
3.1.3.4 Renacuajos en metamorfosis avanzada. 
A mediados del mes de mayo, realizaron metamorfosis al menos hasta el 
estadio 40 (Gosner, 1960) para el tratamiento de comida para perro, 7 de 10 
en cada subtratamiento. Para el tratamiento de comida para peces, 8 de 10 
en los subtratamientos entero y macerado, y 5 de 10 para el subtratamiento 
con macerado-gelatina. Por último para el tratamiento de comida para 
conejo, 8 de 10 en tratamientos entero y macerado, y 7 de 10 en tratamiento 
macerado-gelatina. 
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3.2 Proceso de Retiro de Membrana Folicular y Vitelina De Los 
Ovocitos De Chaunus marinus y Xenopus laevis 
3.2.1 Retiro de la membrana folicular. 
3.2.1.1 Chaunus marinus 
No se presentaron diferencias significativas entre las supervivencias de los 
huevos defoliculados con el tratamiento con colagenasa y sin colagenasa, a 
las 24 ni a las 48 horas. (Fig. 14 a,b; Tabla 13 a, b). 
Tabla 13. Diferencias en la supervivencia de los ovocitos de Chaunus marinus 24 y 48 
horas después de los tratamientos de defoliculación 
Tabla 13a. 24 Horas 
SS G.L MS 
Intercepto 47152,73 1 47152,73 861,1979 0,000008 
Exposición/Minutos 0,02 1 0,02 
Error 219,01 4 54,75 
Tabla 13b. 48 Horas 
SS G.L MS 
0,0003 0,987328 
Intercepto 50326,14 1 50326,14 1928,400 0,000002 
Exposición/Minutos 22,05 1 22,05 
Error 104,39 4 26,10 
0,845 0,410040 
(a) Pruebas Andeva de promedio de supervivencia de ovocitos de Chaunus marinus a las 24 
y 48 horas; con y sin colagenasa. Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 79 (24 
Horas). (b) Pruebas Andeva de promedio de supervivencia de ovocitos de C. marinus a las 
48 horas; con y sin colagenasa. Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 54 (48 
Horas). 
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Figura 14. Diferencias entre el promedio de supervivencia para Chaunus marinus. (a) 24 
horas después de tratamientos colagenasa 30 minutos y SC — sin colagenasa. (b) 48 horas 
después de tratamientos colagenasa 30 minutos y SC — sin colagenasa. 
3.2.1.2 Xenopus laevis. 
La variable porcentaje de supervivencia a las 24 y 48 horas no presento una 
homogeneidad de varianza con sus datos originales ni tampoco con sus 
datos transformados (Tabla 14 a,b), por tanto se procedió a realizar una 
prueba de Kruskall — wallis para ambas horas. No se presentaron diferencias 
significativas entre las supervivencias de los huevos defoliculados con el 
tratamiento con colagenasa y sin colagenasa, a las 24 ni a las 48 horas. (Fig. 
15a y 16a). 
Existió una diferencia significativa a las 24 horas, en el porcentaje de 
supervivencia entre el grupo expuesto 80 minutos a la colagenasa con los 
otros tiempo de exposición a la enzima (Fig. 15b). 
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Tabla 14. Transformaciones de datos de promedio de supervivencia ovocitos de Xenopus 
laevis 
Tabla 14a. MS MS 
Promedio Supervivencia 88,15003 18.65731 4.724690 0,030265 
Promedio Supervivencia (LN) 0,018405 0.004198 4,383764 0.036676 
Promedio Supervivencia (10g10) 0.003471 0.000792 4,383764 0,036676 
Promedio Supervivencia (1/x) 0.316874 0.069360 4.568561 0.033016 
Tabla 14b. MS MS 
Promedio Supervivencia 36.47230 6.509066 5.603307 0.019081 
Promedio Supervivencia (LN) 0.005751 0.001085 5,301379 0,022244 
Promedio Supervivencia (Log 10) 0.001085 0.000205 5.301379 0.022244 
Promedio Supervivencia (1/x) 0.113888 0.020916 5,445124 0.020665 
(a) Promedio de supervivencia a las 24 horas. (b) Promedio de supervivencia a las 48 
horas. LN = Transformaciones Logaritmo natural, Logia = Trasformación logaritmo base 10 
y 1/x= Trasformación radical. 
spoSolds ~Aso xposicon SCRAInutos 
Figura 15. Diferencias entre el promedio de supervivencia para Xenopus laevis a las 24 
horas. (a) Prueba de Kruskall - wallis a tratamientos colagenasa 40, 60 y 80 minutos, y sin 
colagenasa (SC). (b) Prueba de Kruskall - wallis a tratamientos colagenasa 40, 60 y 80 
minutos. 
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Figura 16. Diferencias entre el promedio de supervivencia para Xenopus laevis a las 48 
horas. (a) Prueba de Kruskall - wallis a tratamientos colagenasa 40, 60 y 80 minutos, y sin 
colagenasa (SC). (b) Prueba de Kruskall - wallis a tratamientos colagenasa 40, 60 y 80 
minutos. 
3.2.3 Retiro de la membrana vitelina. 
3.2.3.1 Promedio de distancias entre los ovocitos y la membrana 
vitelina para Chaunus marinus. 
Tanto en el grupo de ovocitos defoliculados sin colagenasa como aquellos 
defoliculados con el tratamiento de colagenasa mostraron una tendencia en 
el aumento de la distancia a medida que pasaba el tiempo de exposición a 
Skinning solution (Fig. 17). Los ovocitos defoliculados sin colagenasa que 
fueron medidos a los 3 minutos, presentaron una diferencia significativa con 
aquellos defoliculados con colagenasa medidos a los 10 minutos de 
exposición a Skinning solution (Fig. 17; Tabla 15 a,b). 
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Tabla 15. Diferencias en el promedio de separación de la membrana vitelina de ovocitos de 
Chaunus marinos. 
Tabla 15a SS G.L MS 
Intercepto 121,3451 1 121,3451 170,0962 0,000000 
Tiempo 5,0976 2 2,5488 3,5728 0,043831 
Tratamiento folicular 5,2516 1 5,2516 7,3614 0.012134 
Tiempo*Tratamiento folicular 0,3160 2 0,1580 0,2214 0,802979 
Error 17,1214 24 0,7134 
Tabla 15b Tiempo Defolicula {1}  
ción {2} {3} {4} {5} {6} 
1 3 SC 0,46153 0,92067 0,08921 0,23370 003034 
2 3 30 Minutos 0,46153 0,95217 0,92103 0,99717 0,67840 
3 7 SC 0,92067 0,95217 0,46221 0,77143 0,21627 
4 7 30 Minutos 0,08921 0,92103 0,46221 0,99500 0,99551 
5 10 SC 0,23370 0,99717 0,77143 0,99500 0,90560 
6 10 30 Minutos 0.03034 0,67840 0,21627 0,99551 0,90560 
(a) Prueba Andeva factorial entre el factor tiempo de exposición a "Skinning solution" a los 
3, 7 y 10 minutos y entre el factor de tratamiento folicular previo sin colagenasa y con 
colagenasa (30 minutos). Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 15. (b) Prueba 
Tukey promedio de separación de la membrana vitelina de ovocitos de Chaunus marinos 
Tiempo-frotamiento folicular; LS Means 
Current effect: F(2. 24)=.22144, p=.80298 
Effectiye hypothesis decomposition 








Figura 17. Promedio de separación de la membrana vitelina de ovocitos de Chaunus 
marinos, 
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3.2.3.2 Promedio de distancias entre los ovocitos y la membrana 
vitelina para Xenopus lae vis 
Tanto en el grupo de ovocitos defoliculados sin colagenasa como aquellos 
defoliculados con el tratamiento de colagenasa, presentaron una tendencia 
en el aumento de la distancia a medida que pasaba el tiempo de exposición 
a Skinning solution (Fig.18). 
Tabla 16. Diferencias en el promedio de separación de la membrana vitelina de ovocitos de 
Xenopus laevis. 
Tabla 16a SS G.L MS 
Intercepto 358,3721 1 358,3721 296,1203 0,000000 
Tiempo 29,7189 2 14,8595 12,2783 0.000213 
Tratamiento folicular 7,2775 1 7,2775 6,0134 0.021851 
Tiempo*Tratamiento folicular 1,1662 2 0,5831 0,4818 0,623520 
Error 29,0454 24 1,2102 
Tabla 16b Tiempo Defolicula 
 
ción {1} {2} {3} {4} {5} {6} 
1 3 80 minutos 0,26678 0,62485 0,99347 0,08086 0,45184 
2 3 SC 0,26678 0,09863 
3 7 80 minutos 0,62485 0,90600 0,78563 0.99972 
4 7 SC 0,99347 0,09863 0,90600 0,22679 0,77832 
5 10 80 minutos 0,08086 L L Di 0,78563 0,22679 0,91070 
6 10 SC 0,45184 0,00529 0,99972 0,77832 0,91070 
(a) Prueba Andeva factorial entre el factor tiempo de exposición a "Skinning solution" a los 
3, 7 y 10 minutos y entre el factor de tratamiento folicular previo sin colagenasa y con 
colagenasa (80 minutos). Homogeneidad de varianza, test de levene p= 0, 81. (b) Prueba 
Tukey promedio de separación de la membrana vitelina de ovocitos de Xenopus laevis. 
Los ovocitos defoliculados previamente sin colagenasa presentaron un 
menor promedio de distancia de separación de aquellos que habían sido 
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defoliculados con el tratamiento de colagenasa (Fig. 18), sin embargo esta 
diferencia solo fue significativa cuando se midió la distancia a los 3 minutos 
con aquellas distancias medidas en ovocitos defoliculados con el tratamiento 
de colagenasa a los 7 y 10 minutos de exposición a Skinning solution (Tabla 
16 a,b). También se presentó una diferencia significativa entre las distancias 
medidas a los 3 y 10 minutos de exposición a Skinning solution, en los 
ovocitos defoliculados sin colagenasa (Tabla 16 a,b). 
Tiempol-ratarniento folicular: LS Means 
Current effect: F(2. 24)=.48179. p.,62352 
Effective hypothesis decomposition 
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals 
Tratamiento folicular 
Figura 18. Promedio de separación de la membrana vitelina de ovocitos de Xenopus laevis. 
3.3 Obtención de parches de 1 GO con los ovocitos de Chaunus 
marinus y Xenopus laevis. 
Se obtuvieron más parches entre la pipeta y el ovocito con una resistencia de 
sello del orden de 1 GO para Xenopus laevis que para Chaunus marinus. En 
total se obtuvieron cuatro registros para ovocitos no inyectados, uno de 15 
episodios para los ovocitos de C. marinus (Fig. 19) y tres de ocho episodios 
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para ovocitos de X. laevis (Fig. 20 a,b,c). En estos parches registrados no se 
encontraron corrientes (Fig. 21). 
No se consiguieron registros electrofisiológicos con ovocitos inyectados con 
el cRNA del canal Kv. 1.1. 
Figura 19. Registro electrofisiológico de 15 episodios para ovocito no inyectado de Chaunus 
mannus. 
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Figura 20. Registro electrofisiológico de 8 episodios (no saturados) para ovocitos no inyectado de Xenopus laevis. 
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Figura 21. Curvas Corriente/voltaje. Chaunus marinus (a). Xenopus laevis (b). 
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4. DISCUSIÓN 
4.2 Mantenimiento de la colonia de Chaunus marinus. 
4.2.1 Grupo 1 (Adultos) y Grupo2 (Juveniles). 
La adición de un calentador en los terrarios determinó un aumento de 
temperatura y menores fluctuaciones de esta variable que favoreció la 
supervivencia y el comportamiento de adultos y juveniles. En el caso de los 
adultos el aumento de temperatura y estabilización durante el día resultaron 
en cambios en el comportamiento de los individuos. Los datos sin calefacción 
(promedio de temperatura fue de 16,8°C, mínimos de 15°C) son cercanos a 
los 12°C establecidos como tolerancia térmica mínima para la especie (Zug & 
Zug, 1979) en donde la actividad de estos se limita a estar enterrados o 
agrupados posiblemente para conservar calor corporal. A diferencia de esto, 
cuando se colocó la calefacción (promedio de temperatura al inicio de la 
mañana fue de 20°C, mínimos de 18°C), los organismos se encontraron 
muchas veces fuera del terrario lo que sugiere actividad nocturna, indicando 
un menor nivel de estrés en el grupo de individuos ya que estos en su medio 
ambiente natural son de hábitos nocturnos. Este aspecto comportamental no 
se observó en juveniles, ya que estos son de hábitos diurnos a diferencia de 
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los adultos. Además la temperatura cuando estaban sin calefacción presentó 
valores mínimos de 18 °C, que no están muy lejos de los 20°C mínimos con 
los que se ha criado la especie ex situ (Tyler, 1999) Estos valores de 
temperatura diferentes a los del terrario de adultos se dieron posiblemente al 
efecto aislante que presentó el velo que cubría el terrario. Sin embargo, un 
aspecto comportamental importante que se registró en juveniles, fue que se 
alimentaron al inicio de la mañana sólo cuando hubo calefacción y la 
temperatura fue mayor de 21,5, ya que durante las horas de la tarde este 
mínimo siempre fue alcanzado (promedios de temperatura con y sin 
calefacción entre un 21,9°C y 24°C). 
La dieta de lombrices mezclado con comida para conejo fue parcialmente 
aceptado por los adultos, debido a que estos si consumían la mezcla pero 
instantes después regurgitaban la comida para conejo. En experimentos 
posteriores (datos no mostrados), se les colocó comida para conejo 
únicamente como ración alimenticia y no comieron. Raciones de 12g de 
alimento se sugiere que son escasas en vista que se registró pérdida de 
peso en un número mayor de organismos mientras que con 16g, 4 de 5 
individuos ganaron peso. La competencia puede explicar la ganancia de 
peso cuando se dieron raciones de 12g en donde el organismo de mayor 
peso desplazó a los otros lo que pudo dar lugar a que la ración para estos 
fuera aún menor. El adulto que registró pérdida de peso de 5,78% con 12g, 
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fue el único que registro pérdida de peso con 16g (macho 1). Se sugiere que 
este individuo estuvo más estresado o enfermo. 
En juveniles la dieta ofrecida fue bien aceptada cuando la temperatura fue 
mayor a 21,5 °C. El peso de los organismos aumentó durante el mes del 
tratamiento ajustándose a los valores esperados según una regresión lineal. 
Esto es un factor positivo ya que en esta etapa los organismos presentan un 
crecimiento acelerado. Las moscas con el fenotipo sin alas fueron ideales 
para la captura por parte de los juveniles en las condiciones de terrario en 
que se ubicaron. 
4.2.2 Grupo 3 Renacuajos. 
El control de temperatura con calentador aumentó el promedio de esta y 
evitó fluctuaciones. A pesar que hubo diferencias en algunos subtratamientos 
se puede sugerir que estas se deben más al funcionamiento de los 
calentadores que a diferencias en las dietas aportadas y la forma de 
administración del alimento. 
Para determinar si las diferencias encontradas pueden atribuirse a la dieta o 
su forma de administración sería necesario hacer experimentos en los cuales 
se pueda medir metabolismo y producción de calor por parte de estos 
renacuajos y hacer un control de temperatura de máximos y mínimos 
constante. 
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Pese a las diferencias entre calentadores el promedio de temperatura en 
todos los subtratamientos se mantuvo en un rango entre 19,7°C — 24, 5°C, 
que está dentro del rango sugerido para mantener esta especie (Mann & 
Biwell, 2001; Falco & Restrepo, 1983). 
El rango de temperatura alcanzado fue óptimo para el desarrollo de los 
renacuajos ya que disminuyó la mortalidad significativamente: en el 
tratamiento sin calefacción de 16, 23 y 26 individuos muertos para los 
tratamientos de comida para perros, pescado y conejo respectivamente, a 1, 
5 y O individuos muertos para los mismos tratamientos alimenticios con 
calefacción respectivamente. Estas muertes en terrarios sin calefacción se 
debieron a temperaturas bajas para esta especie y del orden de 13°C — 14°C 
que se presentaban en las mañanas, rango que esta muy cercano a la 
temperatura critica mínima para adultos de esta especie de 12°C (Zug & Zug, 
1979). 
En este estudio no se encontraron alteraciones en pH entre terrarios y 
subtratamientos. Sin embargo se observó una tendencia hacia pHs más 
elevados los días de limpieza (días con comida acumulada por 24 horas). El 
tratamiento de comida para perro presentó diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con los tratamientos de comida para peces y 
para conejo, sin embargo esta diferencia no tiene gran importancia en la 
tolerancia al pH para los renacuajos, ya que los valores mínimos de todos los 
tratamientos se mantuvieron superiores a un pH de 6, y los valores 
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promedios entre un pH de 7,12 — 7,55, evitando el envenenamiento por 
nitrógeno reportado por Tattersall & Wright, (1996) en Bufo americanus. Este 
envenenamiento se produce debido a que niveles de pH del orden de 6 
elevan las cantidades de amoniaco excretado por los renacuajos y este 
desecho nitrogenado es tóxico en el medio ambiente cerrado de los terrarios 
donde se mantienen los organismos ex situ. 
4.2 Proceso de Retiro de Membrana Folicular Y Vitelina De Los 
Ovocitos De Chaunus marinus y Xenopus laevis. 
4.2.1 Xenopus laevis. 
La remoción de la membrana folicular disminuye la supervivencia de los 
ovocitos. Paradójicamente se encontró que el promedio de supervivencia 
más alto y mayor al 80% fue para el tratamiento de colagenasa por 80 
minutos. Estos ovocitos son mucho mas fáciles de defolicular manualmente 
con pinzas (por su mayor tamaño y consistencia más firme que los de 
Chaunus marinus) sin necesidad de tratamiento enzimático, pero esto podría 
aumentar el error experimental del investigador al escoger cuales huevos 
están en buenas o malas condiciones. Según Soren & Seidman (1992) a 
mayor tiempo de colagenasa se reduce la viabilidad de los ovocitos por la 
toxicidad de los residuos de membrana folicular en la solución, 
recomendando por ende que el tiempo del tratamiento no sea mayor a 60 
minutos. Sin embargo los resultados del presente trabajo pueden explicar la 
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mayor viabilidad de los ovocitos a 80 minutos debido al efecto de filtro 
selectivo para el investigador en la escogencia de los ovocitos más 
resistentes o en mejores condiciones. Además dentro del experimento se 
monitoreó el estado de los ovocitos en los diferentes tiempos y a 80 minutos 
se observaron en buen estado y con menor cantidad de residuos de 
membrana folicular quizás por la mayor acción de la colagenasa sobre el 
tejido conectivo que la compone. A medida que pasa la exposición de los 
huevos defoliculados a la Skinning solution aumenta la distancia entre el 
ovocito y la membrana vitelina, sin embargo el proceso previo de 
defoliculación proporciona una tendencia a que la distancia sea mayor en los 
tratamientos con colagenasa que sin colagenasa posiblemente a que los 
ovocitos defoliculados con el tratamiento enzimático, tienen la membrana 
vitelina más expuesta; sin restos de tejido conectivo o epitelial en su 
superficie, permitiendo una mayor área de exposición a la solución 
hiperosmolar. Esta tendencia es significativa entre los ovocitos defoliculados 
con colagenasa expuestos 7 y 10 minutos a Skinning solution, con respecto a 
la distancia de los ovocitos defoliculados con pinzas (sin colágenas) a los 3 
minutos. Debido a que los tiempos de exposición de 7 y 10 minutos con 
tratamiento previo enzimático para su defolicuación aportan una mayor 
distancia para el retiro de la membrana vitelina con pinzas punta fina se 
perfilarían como los tiempos idóneos para este proceso, sin embargo estos 
tiempos no presentan diferencias significativas entre si y ya que a mayor 
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tiempo de exposición a la solución hiperosmolar se presenta una deformidad 
en la forma esférica del huevo, se debe preferir para la defoliculación el 
tiempo de 7 minutos de exposición. 
4.2.2 Chaunus marinus 
Después del retiro de la membrana folicular, los ovocitos presentaron un 
porcentaje de supervivencia alto tanto a las 24 como a las 48 horas en un 
rango de 80 - 90% lo cual para el tratamiento con colagenasa es acorde con 
a los datos de Vargas et al (2004). Aunque no existieron diferencias 
significativas en la supervivencia de los ovocitos con el tratamiento de 
colagenasa y sin colagenasa, es recomendable usar el tratamiento 
enzimático debido a que es más efectivo en el retiro de los tejidos conectivo 
laxo y el epitelial folicular que componen la membrana folicular (Lombardi, 
1998) de lo que puede ser el tratamiento de manipulación mecánica con las 
pinzas por la delicadeza de los ovocitos. La distancia promedio de 
separación para el retiro de la membrana vitelina presentó el mismo patrón 
expuesto por los ovocitos de Xenopus laevis, con un mayor aumento para el 
grupo de ovocitos defoliculados con colagenasa. El tiempo de exposición a 
la solución hiperosmolar Skinning solution que originó una mayor distancia 
fue el de 10 minutos con tratamiento previo de defoliculación con 
colagenasa, sin embargo la diferencia entre el promedio de distancia con el 
tiempo de exposición a 7 minutos es de 0,5 % y al igual que en X. laevis es 
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recomendable la utilización de este último tiempo debido a una menor 
deformidad en el ovocitos por efecto de la solución hiperosmolar. 
4.3. Obtención de parches de 1 GO con los ovocitos de Chaunus 
marínus y Xeno pus laevis. 
La obtención de sellos de buena calidad (resistencia al rededor de 1 G12) 
requirió mucha práctica por parte del investigador y dentro del laboratorio es 
la técnica que requiere más pericia en la realización de la fase experimental 
debido a la precisión que requiere el acercamiento con la micropipeta. Los 
registros conseguidos en estos experimentos mostraron poca presencia de 
corrientes iónicas de los ovocitos tanto para Xenopus laevis como para 
Chaunus marinus. Esto se parece a lo reportado en este mismo laboratorio 
con la técnica voltage clamp por Chávez et al (2003) y Vargas et al (2004) 
para cada una de las especies respectivamente en donde las corrientes 
totales de los ovocitos son pequeñas. Esta baja actividad eléctrica por parte 
de los ovocitos, se debe posiblemente a una baja densidad de canales 
iónicos en su membrana plasmática, debido a que esta célula no hace 
mucho intercambio de nutrientes con el medio ambiente que la rodea y 
constituye una de las ventajas que tiene este sistema para el estudio de 
expresión heteróloga de material genético foráneo (Gurdon et a/, 1971; Sigel, 
1990). Para aumentar la densidad de corrientes se inyectaron con Kv. 1.1 
pero no fue posible obtener registros debido a la fragilidad de los ovocitos 
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luego de retirar la membrana vitelina, pese a que se minimizó el tiempo de 
exposición a la Skinning solution X< 7 minutos. 
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CONCLUSIONES 
Los ovocitos de las dos especies de ranas utilizados son un recurso para 
estudios electrofisiológicos donde se requiera la utilización de sistemas para 
expresión heteróloga. 
Se probó que es posible mantener una colonia con todos los estados de 
desarrollo para la rana Chaunus marinus, siendo la temperatura el factor más 
importante a controlar manteniéndola a x> 21,5 °C, para los organismos en 
todas su etapas de desarrollo. Las diferentes dietas utilizadas en los grupos 
adultos y juveniles fueron idóneos y permitieron aumento de peso en ambos 
grupos. Para el grupo de adultos en particular se puede mantener una 
alimentación de dos raciones de 8g de lombrices a la semana para el 
mantenimiento de 5 individuos. El grupo de los renacuajos no presentó 
diferencias significativas en el número de individuos que llegaron a un estado 
de desarrollo x> 40 (Gosner, 1960), sin embargo la dieta con comida para 
conejo es la de mejores resultados debido a un menor crecimiento de hongos 
pasadas 24 horas en el terrario. Las tres formas de presentación de la dieta 
(entero, macerado y gelatina) fueron asequibles igualmente para los 
renacuajos, pero la presentación macerada es la más conveniente por la 
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mayor distribución del alimento dentro del medio y por ser la más fácil de 
limpiar. 
El retiro de la membrana folicular en ambas especies fue mejor con el 
tratamiento enzimático de colagenasa. Los mejores tiempos de exposición a 
la enzima fueron 40 minutos para C. marinus y 80 para X. laevis. El proceso 
de retiro de la membrana vitelina fue más sencillo en ambas especies 
cuando se dejó el ovocito en la solución hiperosmolar un tiempo x< 7 
minutos. 
Los registros electrofisiológicos mostraron poca actividad eléctrica de base 
en ambas especies con un registro de amplitudes del orden de pA. La 
membrana plasmática de C. mannus fue más delicada dificultando los 
registros. 
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RECOMENDACIONES 
Se sugiere continuar con los experimentos electrofisiológicos con la técnica 
patch clamp en ovocitos, debido al gran potencial que tiene para estudios de 
canal único y a las ventajas por baja actividad eléctrica para la expresión de 
canales foráneos. 
Evaluar cómo la hipoxia puede afectar la calidad de los ovocitos de ambas 
especies podría explicar la fragilidad de los ovocitos y por ende la dificultad 
en los procesos de inyección de material genético y consiguiente registro 
electrofisiológico. 
Es importante más estudios en la especies Chaunus marinus para su 
mantenimiento ex situ con las condiciones ambientales de una ciudad como 
Bogotá, determinando aspectos como: la tasa de crecimiento de los 
juveniles, las diferencias en el proceso de metamorfosis de los renacuajos 
con diferentes tratamientos alimenticios y una posible reproducción de 
organismos desde el proceso de amplexo hasta la eclosión del huevo. 
Dado a que Colombia es el segundo país con más especies de ranas 
descritas se debería seguir explorando dentro del país otra fuente de 
ovocitos para estudios electrofisiológicos con especies adaptadas a alturas 
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mayores a 2600 m.s.n.m como es el caso para la sabana de Bogotá de 
Dendrosophus lavialis. 
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ANEXOS 
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ANEXO 1 
Intrumentación utilizada para la medición de variables y mantenimiento 
de la colonia de Chaunus marinus. 
Balanza analítica OHAUS — Adventure TM  
Tratamientos alimenticios renacuajos 
Calentador ambiental ZUKI Tm  
Termómetro marca BRAND 'm 
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Potenciómetro (pH - metro) marca 
INOLAB (VVTVV serie - Ph720) 
Balanza manual OHAUS TM  
Adecuamiento laboratorio de fisiologia 
animal para el montaje de la colonia. 
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ANEXO 2 
Intrumentación utilizada para el retiro de membrana folicular y vitelina, y 
realización de mediciones electrofisiologicas. 
Pipetas para la manipulación del cRNA 
Inyección con micropipeta. 
Microscopio invertido 
Setup electrofisiológico 
Amplificador de señales 
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Headstage para registro 
electrofisiológico sobre la células 
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ANEXO 3. Datos utilizados para analisis estaditicos del mantenimiento de la colonia. 
TEMPERATURAS 
Temperaturas renacuajos con sin calentador 
Perro 
Mes Mañana Tarde Fechas Mes 
Peces 
Mañana Tarde Fechas Mes 
Conejo 
Mañana Tarde Fechas 
15 17 12 16 18 12 14 15 12 
15 19 14 15 18 14 13 14 14 
15 18 15 16 20 15 15 17 15 
18 19 19 17 20 19 18 19 19 
Febrero 16 18 20 Febrero 16 18 20 Febrero 17 17 20 16 18 21 16 17 21 17 18 21 
14 16 22 13 15 22 15 16 22 
15 18 26 14 16 26 18 19 26 
16 17 27 15 15 27 17 16 27 
16 18 28 15 17 28 20 19 28 
17 19 1 16 17 6 17 19 5 
15 19 2 17 17 7 16 17 6 
16 20 5 18 18 8 17 21 7 
16 20 6 16 20 13 17 20 8 
18 21 8 Marzo 18 18 16 18 21 12 
16 20 12 17 17 20 16 20 13 
Marzo 15 20 13 18 20 22 Marzo 18 19 15 
15 18 15 16 18 23 19 19 16 
19 19 16 16 19 27 18 20 20 
17 20 21 17 16 28 18 16 22 
17 16 22 16 19 23 
16 19 23 17 17 27 
17 19 27 20 17 28 
17 18 28 
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Y Temperaturas renacuajos con calentador. mes de Abril. 
Temperatura Perro mañana 
Fechas Entero Macerado Gelatina 
Temperatura Perro tarde 
Fechas Entero Macerado Gelatina 
13 19 20 20 16 22 20 22 
18 24 22 23 17 21 21 21 
19 21 22 22 19 21 23 23 
20 20 21 21 20 20 21 21 
21 19 19 21 21 21 22 23 
23 19 20 22 23 22 22 23 
24 19 20 21 24 23 23 24 
25 20 20 21 25 23 22 23 
26 20 21 20 26 22 21 22 
27 23 24 24 27 23 24 24 
30 21 21 20 30 21 22 22 
Temperatura Peces mañana 
Fechas Entero Macerado Gelatina 
Temperatura Peces tarde 
Fechas Entero Macerado Gelatina 
11 26 26 26 11 26 26 26 
13 23 19 23 13 25 24 25 
16 23 21 23 16 22 21 23 
17 20 22 21 17 23 19 25 
19 21 21 22 19 25 25 26 
20 24 24 24 20 21 23 21 
23 22 22 22 23 25 24 25 
24 25 25 25 24 24 24 24 
27 24 25 25 27 24 25 25 
30 23 24 23 30 21 21 23 
Temperatura Conejo mañana 
Fechas Entero Macerado Gelatina 
Temperatura Conejo tarde 
Fechas Entero Macerado Gelatina 
10 19 23 22 10 20 25 21 
11 20 21 20 11 23 25 23 
13 20 23 20 13 23 24 22 
16 20 25 23 16 21 25 22 
19 18 25 22 19 20 26 21 
20 18 23 22 20 20 24 22 
23 18 23 24 23 21 23 22 
24 24 28 26 24 20 24 22 
26 21 24 22 26 22 25 23 
27 20 22 21 27 21 26 24 
30 19 20 21 30 20 23 22 
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V Temperaturas juveniles 
Mañana 
Juveniles Temperatura 
Tarde Día Mes 
19 24 12 Febrero 
18 22 14 Febrero 
18 21 15 Febrero 
18 23 16 Febrero Sin calentador 
19 21 20 Febrero 
18 21 20 Febrero 
18 23 21 Febrero 
18 21 22 Febrero 
22 23 26 Febrero 
22 23 28 Febrero Con 
22 25 1 Marzo Calentador 
20 25 2 Marzo 





21 12 Febrero 
20 13 Febrero 
21 14 Febrero 
21 15 Febrero Sin calentador 
19 21 Febrero 
21 21 Febrero 
20 22 Febrero 
17 23 Febrero 
22 1 Marzo Con calentador 
19 5 Marzo 
21 6 Marzo 
21 13 Marzo 
20 15 Marzo 
21 16 Marzo 
22 20 Marzo 
20 22 Marzo 
21 23 Marzo 
21 27 Marzo 
20 28 Marzo 
18 29 Marzo 
21 9 Abril 
24 10 Abril 
23 13 Abril 


























Juan Manuel Carvajalino Fernandez 
90 
40 
Condiciones experimentales para la obtención de registros 
electrofisiologicos de ovocitos de anfibios con la tecnica Patch-clamp 
Adultos Temperatura 
Mañana Tarde Día Mes 
21 21 17 Abril 
21 21 19 Abril 
25 21 24 Abril 
21 21 7 Mayo 
22 21 8 Mayo 
20 20 9 Mayo 
20 20 10 Mayo 
pH 
pH Perro 
Mes Actividad Día Fechas Entero Macerado Gelatina 
Alimentación L 19 7,51 7,45 7,47 
Limpieza MA 20 7,58 7,65 7,7 
Febrero Alimentación L 26 7,97 7,91 7,96 
Limpieza MA 27 7,86 8 8,06 
Alimentación MI 28 7,77 7,76 7,93 
Limpieza J 1 7,99 7,94 8,21 
Alimentación V 2 7,46 7,5 7,78 
Alimentación L 5 7,42 7,45 7,6 
Limpieza MA 6 7,44 7,47 7,8 
Alimentación L 12 7,25 7,15 7,25 
Limpieza MA 13 7,17 7,06 7,15 
Marzo Limpieza J 15 7,82 7,55 7,31 
Alimentación V 16 7,21 7,17 7,1 
Alimentación MI 21 7,18 7,55 7,47 
Limpieza JU 22 7,3 7,55 7,47 
Alimentación VI 23 7,15 7,55 7,31 
Limpieza MA 27 7,31 7,35 7,34 
Alimentación MI 28 7,25 7,17 7,21 
Limpieza J 29 7,21 7,09 7,17 
Alimentación L 16 7,52 7,68 7,86 
Limpieza MA 17 7,47 7,58 7,57 
Alimentación MI 18 7,49 7,35 7,46 
Alimentación V 20 7,61 7,7 7,71 
Abril Alimentación L 23 7,5 7,5 7,6 
Limpieza MA 24 7,61 7,82 7,84 
Alimentación MI 25 7,45 7,52 7,63 
Limpieza J 26 7,46 7,6 7,71 
Alimentación V 27 7,61 7,78 7,74 
Alimentación L 30 7,34 7,62 7,9 
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pH Perro 
Mes Actividad Día Fechas Entero Macerado Gelatina 
Alimentación MI 2 7,56 7,54 7,83 
M ayo  Alimentación L 7 7,7 7,85 7,89 Limpieza MA 8 7,53 7,77 7,66 
Alimentación MI 9 
pH Peces 
7,46 7,5 7,69 
Mes Actividad Día Fechas Entero Macerado Gelatina 
Alimentación L 12 6,98 6,9 7,02 
Alimentación MI 14 7,33 7,32 7,43 
Limpieza J 15 7,31 7,39 7,28 
Alimentación V 16 7,25 7,42 7,3 
Alimentación L 19 7,77 7,61 7,27 
Febrero Limpieza MA 20 7,34 7,59 7,42 
Alimentación MI 21 7,11 7,29 7,35 
Limpieza J 22 7,39 7,21 7,43 
Alimentación V 23 7,25 7,32 7,42 
Alimentación L 26 7,58 7,31 7,7 
Limpieza MA 27 7,24 7,8 7,55 
Alimentación MI 28 7,07 7,56 7,55 
Limpieza J 1 7,47 7,52 7,5 
Alimentación V 2 7,01 7,35 7,57 
Alimentación L 5 6,96 7,01 6,89 
Alimentación MI 7 7,06 7,04 7,6 
Limpieza J 8 7,11 7,25 7,84 
Alimentación L 12 6,98 7,11 7,02 
Limpieza MA 13 7,09 7,12 7,66 
Alimentación MI 14 7,26 6,95 7,52 
Limpieza J 15 7,1 7,1 7,06 
Marzo Alimentación V 16 7,3 7,17 7,1 
Limpieza MA 20 6,89 7,01 7,08 
Alimentación MI 21 7,03 7,03 6,96 
Limpieza JU 22 6,94 6,8 6,95 
Alimentación VI 23 7,15 7,23 7,1 
Alimentación LU 26 7,28 6,75 7,52 
Limpieza MA 27 7,28 6,85 7,44 
Alimentación MI 28 7,09 7,31 7,42 
Limpieza J 29 7,2 7,12 7,45 
Alimentación V 30 7,19 7,04 7,35 
Abril Alimentación MI 11 6,8 6,59 6,94 
Limpieza J 12 6,62 7,26 7,53 
Alimentación V 13 7,25 7,31 7,32 
Alimentación L 16 7,47 7,63 7,08 
Limpieza MA 17 7,23 7,1 7,13 
Alimentación MI 18 7,22 7,18 7,31 
Limpieza J 19 6,93 7,17 7,26 
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Actividad Día 
pH Peces 
Fechas Entero Macerado 
Alimentación V 20 7,29 7,5 
Alimentación L 23 7,02 7,3 
Limpieza MA 24 7,12 7,42 
Alimentación MI 25 7,77 7,68 
Limpieza J 26 7,52 7,32 
Alimentación V 27 7,3 7,25 
Alimentación L 30 7,26 7,38 
Alimentación MI 2 7,74 7,28 
Limpieza J 3 7,62 7,4 
Alimentación V 4 7,2 7,02 
Mayo Alimentación L 7 7,41 7,29 
Limpieza MA 8 7,38 7,35 
Alimentación MI 9 7,39 7,23 
Limpieza J 10 8,13 7,03 
pH Conejo 
Mes Actividad Día Fechas Entero Macerado 
Limpieza J 15 7,83 7,22 
Febrero Alimentación L 26 7,83 7,78 
Limpieza MA 27 7,83 7,78 
Alimentación MI 28 7,85 7,34 
Alimentación L 5 6,73 7,26 
Limpieza MA 6 7,07 7,11 
Limpieza J 8 7,16 7,05 
Alimentación L 12 6,95 6,85 
Limpieza MA 13 7,86 7,9 
Marzo Alimentación MI 14 6,21 6,21 
Limpieza J 15 7,1 7,1 
Limpieza MA 20 7,67 7,75 
Limpieza JU 22 7,06 7,06 
Limpieza MA 27 7,4 7,25 
Limpieza J 29 6,46 6,64 
Alimentación MI 18 7,28 7,28 
Limpieza J 19 7,32 7,32 
Alimentación V 20 6,82 6,28 
Abril Alimentación L 23 7,25 7,25 
Limpieza J 26 7,2 7,4 
Alimentación V 27 6,86 6,86 
Alimentación L 30 6,94 6,94 
Alimentación MI 2 6,74 6,74 
Limpieza J 3 6,55 6,55 
Mayo Alimentación V 4 6,69 6,69 
Alimentación L 7 7,32 7,32 
Limpieza MA 8 7,01 7,01 













































Condiciones experimentales para la obtención de registros 
electrofisiologicos de ovocitos de anfibios con la tecnica Patch-clow 
PESOS 
V Pesos Gru o 1(Adultos 
TRATAMIENTO ALIMENTICIO 12 GRAMOS 
Fecha macho 1 macho 2 macho 3 macho 4 Hembra 
19-feb 107,2 130,2 176,6 
20-feb 
21-feb 108,4 133,8 131,1 221,8 
28-feb 120,2 136,7 129,2 102,2 223,2 
05-mar 114,5 133,1 131,4 108,1 232,2 
06-mar 104,6 140,9 127,8 106,1 239,2 
08-mar 105 138 135 110 236 
12-mar 101 129 126 105,7 220 
Peso Peso Peso Peso Peso 
Fecha macho 1 macho 2 macho 3 macho 4 Hembra 
Media de 
dato 108,7 134,5285714 130,0833333 106,42 221.2857143 
# Datos 7 7 6 5 7 
Printer dato 107,2 130,2 131,1 102,2 176,6 
Ultimo Dato 101 129 126 105,7 220 
gr. Y ganados -6,2 -1,2 -5,1 3,5 43,4 
% peso 
ganado -5,78 -0,92 -3,89 3.42 .- 
TRATAMIENTO ALIMENTICIO 16 GRAMOS 
Fecha Macho 1 macho 2 macho 3 macho 4 Hembra 
09-abr 112,3 114,2 110,2 102 217,8 
13-abr 100,3 116,7 130 103 220 
16-abr 100 120 139 
19-abr 107 136,4 127,5 230 
26-abr 102 140 116 103 232 
27-abr 142,5 115,9 
07-may 103 141 116 105 
10-may 103 146,5 129,1 112,5 241 
Peso Peso Peso Peso Peso 
Fecha macho 1 macho 2 macho 3 macho 4 Hembra 
Media de dato 103,94 132,16 122,9625 105,1 228,16 
# Datos 7 8 8 5 5 
Marmel Carvajalino Fernanciez 
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Condiciones experimentales para la obtención de registros 
electrofisiologicos de ovocitos de anfibios con kt tecnica Patch-clamp 
Primer dato 112,3 114,2 110,2 102 217,8 
Ultimo Dato 103 146,5 129,1 112,5 241 




Renacuajos muertos durante los meses de Marzo hasta Mayo 
Mes Actividad Día Date Ent Macer Gelat Ent Macer Gelat Ent Macer Gelat 
Alimentación L 5 0 2 0 0 0 0 0 0 0 
Limpieza MA 6 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
Alimentación MI 7 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
Limpieza 8 O O O O O O O O O 
Alimentación L 12 2 0 0 0 0 0 1 3 3 
Limpieza MA 13 0 1 0 1 1 2 1 1 3 
Alimentación MI 14 O O O O O O O O O 
Limpieza 15 O O 0 0 0 2 0 0 0 
Marzo Alimentación V 16 O 2 0 0 1 0 0 0 0 
Limpieza MA 20 3 1 0 0 0 0 1 1 0 
Alimentación MI 21 O O O 0 3 0 2 0 0 
Limpieza JU 22 1 1 2 0 0 0 0 0 0 
Alimentación LU 26 0 0 0 1 0 2 0 0 0 
Limpieza MA 27 1 0 1 1 0 0 2 0 0 
Alimentación MI 28 O 0 0 0 1 0 1 0 1 
Limpieza 29 0 2 1 0 0 0 4 1 1 
Alimentación V 30 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
Alimentación V 13 0 O O O 1 0 0 0 0 
Alimentación MI 18 O O O O O O O O O 
Limpieza 19 O 0 0 1 0 0 0 0 0 
Abril Alimentación V 20 O O O O O O O O O 
23 Alimentación L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
Limpieza 26 O O O O 1 0 0 0 0 
Alimentación V 27 O O O O O O O O O 
Alimentación L 30 0 O 0 1 0 1 0 0 0 
Alimentación MI 2 O O O O O O O O O 
Limpieza 3 O O O O O O O O O 
Mayo Alimentación V 4 O O O O O O O O O 
L 7 Alimentación O O O O O O O O O 
Limpieza MA 8 O O O O O O O O O 
Alimentación MI 9 1 0 0 2 2 1 0 0 0 
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